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Single-cell organisms increase the number of cells by repeating the cell cycle, consisting of the chromosomal 
replication and the cell division, on log phase. A bacterial genome organizes a nucleoide with nucleoid associated 
proteins (NAPs) in a cell. Escherichia coli has 6 species of NAPs: H-NS, Fis, HU, StpA, Dps, and IHF, which 
also function as regulators for the gene expression and the chromosome replication. In this study, I show that the 
isolated NAP gene mutants changed the parameters of E. coli growth rate. First, I measured the turbidity of E. coli 
culture, incubated at 37°C, at intervals of 15 minutes for 72 hours. The growth rate was calculated at every 15 
minutes and plotted to OD600, the turbidity value. The plot showed the constant growth rate in light turbidity (~0.2 
of OD600) and the decrease in the growth rate on log phase, finding two important values, the initial growth rate 
and growth deceleration, for characterization of E. coli growth. Both the initial growth rate and the growth 
deceleration were changed by growth temperature and reached the maximum at 37°C. Among the isolated E. coli 
mutants, fis-single mutant increased both the initial growth rate and the growth deceleration and dps-single mutant 
indicated the opposite result.I have just analyzed the isolated multigene knockout strain MCS01401, mutating fis, 
hupA, hupB, stpA, and dps genes on its genome. 
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1. 序論 
 単細胞生物の増殖相は誘導期、対数増殖期、定常期の 3
つに分けられる。大腸菌の増殖はゲノム DNAの複製と細
胞の分裂から成る、細胞周期の繰り返しによる細胞個体
数の増加にであると考えられている。 
大腸菌のゲノム DNA は 4.6 Mb あり、核様体と呼ばれ
る高次構造を形成し、細胞内に機能的に収納されている。
大腸菌の核様体形成を担う核様体タンパク質は 6 種類 
(H-NS、Fis、HU、StpA、Dps、IHF) 知られており、転写
やDNA複製などゲノム機能にも関わっていることが知ら
れている。[1, 2]。大腸菌の核様体タンパク質遺伝子は発
現レベルで互いに干渉し合い [3]、結果として核様体タン
パク質の細胞内量が増殖相で大きく変化する[4]。これら
の知見から、細菌の機能的な核様体構造が、複数の核様
体タンパク質群の補完的相互作用で柔軟に維持すること
が示唆される。そこで、大腸菌の増殖における核様体タ
ンパク質の機能解明を目的として、研究を行った。 
 
2. 実験方法 
(1) 大腸菌遺伝子機能欠失株の作製 
 CRISPR-Cas9 システムを応用したゲノム編集技術を利
用し [5]、標的遺伝子特異的なゲノム切断を誘導する
sgRNA 発現プラスミド (psgRNA_target)、ゲノム DNA を
切断する Cas9 を発現するプラスミド (pCas)とともに、
multi-stop-codon (TAAnTAAnTAA; nは任意の塩基) を含む
DNA断片 (target_stop_cassette) を大腸菌細胞に導入した。
sgRNA によるゲノム切断の致死作用から、multi-stop- 
codon がゲノム DNA の標的遺伝子上で組み換わることで
生育が復帰される。このように大腸菌を単離し、標的遺
伝子機能欠失株を作製した。 
(2) 細菌培養液の濁度を用いた大腸菌増殖速度の分析 
 M9-glucose 液体培地における大腸菌の増殖を、小型振
盪培養槽 TVS062CA (Advantec) を用いて、15 分間隔で継
時的に観察した。増殖後、OD600が変化しない、もしくは
減少しなくなった最後の OD600を 1 として ODratioを求め、
さらに 15分でのODratioの変化量を比増殖速度 µrとして算
出した。 
 
3. 結果と考察 
(1) CRISPR-Cas9 システムを用いた核様体タンパク質
遺伝子機能欠失株の作製 
 大腸菌核様体タンパク質 H-NS、Fis、HU、StpA、Dps、
IHF をコードする遺伝子 hns、fis、hupA、hupB、stpA、dps、
ihfA、ihfB の各々を欠失させるため、大腸菌ゲノム DNA
上の標的遺伝子特異的な sgRNA を発現する 8 個の
psgRNA_target および、それらの切断位置で組み換わる
target_stop_cassette を作製した。大腸菌 MG1655 株に pCas
とともに、psgRNA_target および target_stop_cassette を導入
し、目的の形質転換体を獲得した。形質転換体からゲノ
ム DNA を抽出し、DNA 塩基配列を解読することにより
multi-stop-codon 挿入の有無を確認した。この結果、fis、
hupA、hupB、stpA、dps、それぞれの遺伝子機能を欠失し
た大腸菌株を単離した。 
(2) 大腸菌対数増殖期における減速と初速の評価 
大腸菌の対数増殖期における増殖変化を捉えるために、
OD600値を用いた大腸菌増殖速度の分析法を確立した。そ
の結果、ODratioが 0.1~0.2 の間ではほぼ一定速度で増殖し、
その後増殖速度が徐々に減少した (図 1)。増殖速度の減少
は対数式 (1) で近似でき、この近似式の a 値の絶対値か
ら減速度、一定速度で増殖していた際の増殖速度を x=0.2
を代入した値から初速度として抽出し、定義した。 
 
                         (1) 
 
図 1. 大腸菌の増殖速度変化 
 
図 2. 大腸菌増殖における減速度と初速度の相関 
 
(3) 大腸菌培養温度による増殖の減速と初速の変化 
大腸菌の増殖速度を 27°C、32°C、37°C、42°C で観察し
た結果、減速、初速ともに 37°C が最大となり、温度依存
的に変化した。また、初速度と減速度には相関があり、
減速度は初速依存的に増加した (図 2)。 
(4) 核様体タンパク質遺伝子機能欠失による増殖と初
速の変化 
作製した大腸菌核様体タンパク質遺伝子欠失株の増殖
速度を測定した結果、fis と dps の欠失株は顕著に減速度
と初速度が変化した。いずれも、培養温度依存的な増殖
で観察された初速と減速の相関上に位置しており、これ
らの遺伝子は初速の決定に重要であることが示唆された。 
(5) 核様体タンパク質遺伝子多重欠失株の作製 
 MG1655 を親株として核様体タンパク質遺伝子の多重
欠失を行った。fis、hupA、hupB、stpA、dps の 5 遺伝子の
機能を欠失させた MCS01401 を単離し、そのゲノム DNA
上の各遺伝子領域に multi-stop-codon の挿入を確認した。
また、LC-MS/MS解析を用いたショットガン分析により、
MCS01401 は Fis、HU、StpA、Dps タンパク質が存在しな
いことを確認した。MCS01401 株の機能解析を現在行って
いる。 
 
4. 結言 
 大腸菌の対数増殖期は一定速度で増殖後、定常期に向
けて徐々に減速することがわかった。最初の増殖速度を
初速度、後半の減速を減速度と定義して評価した。減速
度と初速度は培養温度依存的に増加し、37°C での増殖に
おいて、最大を示した。加えて、減速度は初速依存的に
増加することが示唆された。また、核様体タンパク質遺
伝子欠失株における増殖速度変化の結果から、核様体タ
ンパク質は初速度の制御に関与し、それに追従して減速
度が変化していることが示唆された。 
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